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ABSTRACT 
The study was conducted to determine the effect of the concentration of spermatozoa and addition of 
NDSP seminal plasma in different percentages on viability of spermatozoa. The study was conducted in a 
completely randomized factorial design 2x3. The concentration of spermatozoa were adjusted (3x108 and 
6x108/ml) through dilution using tris citrate egg yolk (5%) diluent containing 0.065% formaldehyde as 
antimotility. Total of 25, 50 and 100% NDSP was added  in diluent. Results of dialysis against bovine 
seminal plasma which is followed by drying using a freeze drying get 6.46% NDSP so that each ml of plasma 
containing 0.06 mg semen NDSP. Sperm motility (%M) at room temperature can only be maintained for up 
to 24 hours. At the 48-hour observation almost all sperm motility (<1%) can not be activated again by 
dilution, while the percentage of living (% H) and Intact Acrosome (% TAU) is still around 40-50% of 
spermatozoa. The increased of spermatozoa concentration from 3x108/ml  to 6x108/ml  have impact on %M 
that tendencies to decreased, but was not to % H and% TAU. The NDSP of 50% improve the integrity of the 
membrane of spermatozoa is indicated by the high value of %H and %TAU at any observation time. 
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ABSTRAK 
Penelitian dilakukan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi spermatozoa dan penambahan NDSP dalam 
persentase yang berbeda terhadap daya hidup spermatozoa. Penelitian dilakukan dalam rancangan acak 
lengkap pola faktorial 2x3. Konsentrasi spermatozoa diatur melalui pengenceran menggunakan pengencer tris 
sitrat kuning telur yang mengandung 0,065% formalin sebagai antimotilitas. Sebanyak 25, 50 dan 100% 
NDSP ditambahkan dalam pengencer dan semen diencerkan sehingga tercapai konsentrasi sebesar 3x108 dan 
6x108 per ml. Hasil dialisa terhadap plasma semen sapi yang diikuti dengan pengeringan menggunakan freeze 
drying mendapatkan randemen NDSP kering sebesar 6,46%, atau setiap ml plasma semen mengandung 0,06 
mg NDSP. Motilitas spermatozoa (%M) pada suhu ruang hanya dapat dipertahankan sampai 24 jam. Pada 
pengamatan 48 jam hampir semua motilitas spermatozoa (<1%) tidak lagi dapat diaktivasi dengan 
pengenceran, sedangkan persentase hidup (%H) dan Tudung Akrosom Utuh (%TAU) spermatozoa masih 
berkisar 40-50%. Meningkatnya konsentrasi spermatozoa dari 3x108/ml  menjadi to 6x108/ml  berdampak 
pada %M yang cenderungan menurun, namun tidak begitu dengan %H dan %TAU. Meningkatnya NDSP 
sampai 50% berhasil memperbaiki keutuhan membran yang ditunjukkan dengan tingginya nilai %H dan 
%TAU pada setiap waktu pengamatan. 
Kata Kunci: Spermatozoa, NDSP, Motilitas Sperma, Persentase hidup, Tudung Akrosom Utuh  
PENDAHULUAN 
Salah satu teknologi yang mendukung 
keberhasilan program IB adalah teknologi 
pengawetan semen yang memungkinkan daya 
hidup spermatozoa post-ejakulat dapat 
diperpanjang. Secara umum IB dilakukan 
dengan menggunakan semen beku, akan tetapi 
penggunaan semen beku ini menghadapi 
beberapa masalah antara lain kurang lebih 30% 
spermatozoa akan mati selama pembekuan dan 
spermatozoa yang bertahan hidup selama 
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pembekuan umumnya mempunyai fertilitas 
yang rendah (Goldman et al. 1991). Hambatan 
lain yang cukup dominan membatasi 
penggunaan semen beku adalah keterbatasan 
penyediaan nitrogen cair dan harga 
kontainernya yang relatif mahal. Penggunaan 
semen dalam bentuk cair telah dilaporkan sejak 
tahun 1945-an oleh peneliti di Uni Soviet.  
Beberapa pengencer digunakan dalam 
penyimpanan di suhu ruang, mulai dari yang 
sangat sederhana sampai yang kompleks. 
Penggunaan CUE- Tris yang mengandung 5% 
kuning telur telah dilaporkan oleh Davis et al 
(1963); Foote (1970); Shanon et al. (1982). 
Keterbatasan daya hidup spermatozoa pada 
penyimpanan di atas suhu 5ºC diduga 
berhubungan dengan defisit energi dan 
kerusakan membran akibat aging ataupun 
reaksi peroksida (Foote & Parks 1993). 
Hasil yang berbeda didapat pada kondisi 
epididimis dimana spermatozoa dari umumnya 
ternak mamalia dapat bertahan hidup 2-3 
minggu (Bedford 1975). Secara umum 
dianggap bahwa sperma yang disimpan pada 
bagian kauda epididimis adalah dalam keadaan 
tidak motil karena adanya faktor penghambat 
motilitas dalam cairan epididimis (Carr & 
Acott 1984) dan kemampuan zat penghambat 
ini sangat berhubungan dengan pH.  
Semen tersusun atas bagian seluler berupa 
sel spermatozoa dan sel-sel lain seperti sel 
epididimis, sel kelenjar asesoris, leucocyt dan 
non sel yang biasa kita kenal dengan seminal 
plasma (SP). Seminal plasma sendiri tersusun 
dari cairan yang berasal dari kauda epididimis 
dan kelenjar asesoris, dimana komposisi dan 
volumenya sangat bervariasi baik diantara 
bangsa, individu bahkan diantara ejakulat 
(Rodriquez et al. 2011). Seminal plasma selain 
berpengaruh terhadap fisiologi spermatozoa 
juga bagi fisiologi saluran reproduksi betina. 
Studi in vitro pada semen babi menunjukkan 
bahwa SP berperan dalam mencegah kapasitasi 
pada semen segar dan thawing semen 
(Kirkwood et al. 2008). Komponen SP dengan 
berat molekul (BM) kecil dipercaya berperan 
aktif dalam menjaga motilitas spermatozoa 
sedangkan komponen dengan BM tinggi 
berperan memelihara integritas membran 
spermatozoa. 
Berdasarkan fakta tersebut diatas maka 
pendekatan pengawetan semen untuk suhu 
penyimpanan diatas suhu 5ºC telah dilakukan 
dengan usaha menonaktifkan metabolisme sel 
untuk sementara (Situmorang et al. 2004). 
Keberhasilan pengawetan semen pada suhu 
diatas 5ºC ini sangat tergantung pada 
keberhasilan untuk menekan pertumbuhan 
mikroorganisme dan mempertahankan 
stabilitas membran. Beberapa zat penghambat 
motilitas telah dilaporkan antara lain fluoride 
(Tash & Mann 1973), 2-deoxy-glucose (Mann 
& Lutwak-Mann 1981), potasium cyanida atau 
carbonyl-cyanide-chorophenyl hydrazone 
(Breitbart et al. 1990), Formalin (Foote 1970); 
Situmorang et al. (2004). Secara umum 
dilaporkan bahwa tidak ada satu zat kimia 
tersebut diatas memberikan hasil yang 
memuaskan dan keberhasilan untuk 
mendapatkan spermatozoa yang dapat aktif 
kembali sangat dipengaruhi konsentrasi dari 
masing masing zat yang digunakan. 
Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan 
informasi daya hidup spermatozoa dalam 
pengencer tris sitrat kuning telur 5% yang 
mengandung antimotilitas sementara formalin 
(0,00625%) dan disimpan pada suhu ruangan. 
Penambahan NSDP dan konsentrasi 
spermatozoa di teliti untuk mendapatkan 
hubungan antara stabilitas membran dengan 
kepadatan spermatozoa terhadap daya hidup 
spermatozoa selama penyimpanan.  
MATERI DAN METODE 
Pembuatan non dializable seminal plasma 
kering 
Penelitian diawali dengan pembuatan 
NDSP semen kering (powder). Pada tahap ini 
dilakukan koleksi, dialisa, penyimpanan dan 
pengeringan seminal plasma sapi untuk 
mendapatkan keseragaman dan memudahkan 
dalam aplikasi NDSP. Semen yang didapatkan 
dari kandang percobaan segera disentrifuse 
untuk memisahkan plasma semen dari 
spermatozoa. Plasma semen yang merupakan 
bagian supernatan dimasukkan dalam dialisa 
tube untuk memisahkan bagian larutan berupa 
mineral dan elektrolit, sedangkan bagian yang 
tertinggal berupa NDS dikumpulkan menjadi 
satu untuk dikeringkan menggunakan freeze 
drying. Dialisa tube berperan sebagai membran 
semipermeabel. Hasil dialisa merupakan non 
dializable substrat (NDS) dari plasma semen 
(NDSP).  
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Rancangan percobaan 
Semen ditampung dari dua ekor sapi jantan 
dengan menggunakan vagina buatan 2 kali 
seminggu. Secepatnya setelah penampungan 
semen dievaluasi dan hanya semen dengan 
kualitas baik (gerakan massa minimal +++) 
digunakan dalam penelitian.  
Penelitian dilakukan dalam rancangan acak 
lengkap dengan pola faktorial 2x3. Sebagai 
faktor pertama adalah konsentrasi spermatozoa 
(300 dan 600 juta/cc), sedangkan faktor kedua 
adalah presentase NDSP (30%, 50% dan 
100%).  
Pengencer yang digunakan dalam 
penelitian (Tabel 1) ini adalah tris sitrat yang 
mengandung 5% kuning telur, formalin 
0,0625%, gluthatione 1 mM dan NDS plasma 
semen sesuai perlakuan (25, 50 dan 100%).  
Semen yang memenuhi syarat di pool 
menjadi satu (ejakulat dan individu). Pool 
semen segar diperiksa konsentrasi awalnya 
kemudian dibagi menjadi dua kelompok 
konsentrasi (300 dan 600 juta/cc) dengan cara 
diencerkan menggunakan pengencer semen 
(Tabel 1). Semen disimpan pada suhu ruang 
selama 48 jam atau sampai semua spermatozoa 
mati permanen. Pengamatan terhadap viabilitas 
spermatozoa dilakukan setelah semen cair 
disimpan pada suhu ruang selama 1, 3, 24, 48 
jam atau sampai semua sperma tidak dapat 
diaktifkan kembali.  
Beberapa saat sebelum diperiksa, semen 
diencerkan menggunakan pengencer tris sitrat 
(6x) untuk mengaktifkan kembali spermatozoa. 
Daya hidup spermatozoa, persen motilitas 
(%M), spermatozoa hidup (%H) dan tudung 
akrosome utuh (%TAU) setelah aktivasi 
diamati menggunakan mikroskop cahaya dan 
fase kontras. 
Semua data yang diperoleh dianalisa 
menggunakan analisa variansi dan perbedaan 
yang didapat dianalisa menggunakan uji beda 
rata-rata Duncan. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Produksi non dializable seminal plasma 
semen sapi 
Dari total 416 ml (410 g) non dialisable 
seminal plasma diperoleh 26,5 g NDS plasma 
kering (Tabel 2) atau dengan kata lain 
kandungan NDSP dalam plasma sebesar 
6,45%. 
Proses dialisa sendiri merupakan proses 
yang dilakukan untuk mengeluarkan 
kandungan mineral atau metabolit yang 
mempunyai ukuran molekul relatif kecil 
dengan jalan melewatkan dalam membran 
semipermeabel. Selama proses dialisa molekul 
dengan ukuran besar seperti (protein, 
lipoprotein dan glukosa) tertinggal dalam 
dialisa tube sebagai non dializable seminal 
plasma (NDSP) dari seminal plasma yang 
selanjutnya dikeringkan menggunakan freeze 
drying. Komponen ini merupakan komponen 
yang diduga berperan dalam melindungi 
membran spermatozoa, sehingga diharapkan 
dapat memberikan perlindungan terhadap 
kerusakan membran sel. 
Tabel 1. Komposisi pengencer  
Perlakuan 
Konsentrasi sperma 
300 juta/cc 600 juta/cc 
Persentase NDSP (%) Persentase NDSP (%) 
25 50 100 25 50 100 
Komposisi (5 ml): ---------------------------------------------%-------------------------------------------- 
NDSN* 0,08 g 0,16 g 0,32 g 0,08 g 0,16 g 0,32 g 
Tris diluent 4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 4,5 ml 
Kuning telur 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 
Formalin 3,125 µl 3,125 µl 3,125 µl 3,125 µl 3,125 µl 3,125 µl 
Glutathion 34 µl 34 µl 34 µl 34 µl 34 µl 34 µl 
*1 ml plasma semen setara dengan 0,065 ml plasma NDSP kering 
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Tabel 2. Kualitas semen segar yang digunakan 
dalam penelitian 
Kualitas semen segar Sapi 1 
Volume 1,5-6,5 ml 
Konsistensi Agak encer - kental 
Gerakan Massa +++ 
Konsentrasi 955-1.164 x 106/ml 
LD 80,8 
TAU 79,7 
Rata-rata dan kisaran kualitas semen segar dari dua 
ekor pejantan 
Kualitas semen segar 
Kualitas semen segar yang digunakan 
dalam penelitian ini masih memenuhi syarat 
awal yang ditetapkan yaitu gerakan masa +++ 
dan atau spermatozoa hidup minimal 80%.  
Penyimpanan pada suhu ruang 
Hasil pengamatan terhadap motilitas 
spermatozoa yang disimpan pada suhu ruang 
selama 1, 3, 24 dan 48 jam (Tabel 3), tampak 
bahwa motilitas spermatozoa sudah sangat 
rendah setelah 24 jam, bahkan sudah mati 
permanen (tidak lagi dapat diaktifkan) 
seluruhnya setelah 48 jam. 
Semakin tinggi konsentrasi menyebabkan 
tingkat pengenceran menjadi semakin kecil 
sehingga ketersediaan nutrisi menjadi lebih 
kecil. Rendahnya pengenceran juga berdampak 
pada rendahnya zat antimotilitas (formalin) 
yang tersedia untuk menginaktifkan 
spermatozoa, sehingga laju metabolisme 
spematozoa dalam kelompok ini menjadi lebih 
besar.  
Interaksi antara NDSP dan konsentrasi 
spermatozoa terhadap motilitas tidak nyata. 
Penambahan NDS lebih diharapkan untuk 
melindungi membran spermatozoa yang akan 
tercermin pada nilai %H dan %TAU. 
Kerusakan membran akan berpengaruh nyata 
terhadap nilai %H yang diamati melalui 
preparat apus eosin negrosin. Apabila 
kerusakan membran terjadi pada bagian tudung 
akrosom maka kerusakan juga akan tampak 
pada nilai %TAU (Tabel 4 dan 5). Tidak 
dijumpai adanya pengaruh yang nyata antara 
Tabel 3.  Pengaruh Konsentrasi dan NDSP semen terhadap motilitas (%M) spermatozoa setelah diaktifkan 
kembali pada suhu ruang (1, 3, 24 dan 48 jam) 
Pengamatan (jam) NDS 
Konsentrasi (juta/ml) 
Rata-rata 
300 600 
1 Jam 25% 28,35±5,87 29,6±2,97 28,98±2,05a 
50% 34,6±0,57 33,3±3,54 33,95±2,10a 
100% 37,9±0,57 30,85±1,20 34,38±0,45a 
Rata-rata 33,62±2,33a 31,25±1,22a  
3 jam 25% 20,40±0,57 17,5±0,99 18,95±0,78a 
50% 26,70±1,00 19,15±2,33 22,93±1,67a 
100% 25,45±1,77 16,65±5,87 21,05±3,82a 
Rata-rata 24,18±1,11a 17,77±3,06b  
24 jam 25% 8,1±5,09 4,15±1,20 4,17±3,15a 
50% 7,70±5,66 3,35±1,21 3,85±3,34a 
100% 6,40±5,09 3,35±1,20 3,58±3,15a 
Rata-rata 7,40±5,28a 3,62±1,20b  
48 jam 25% 0,85±1,20 0,00±0,00 0,43±0,60a 
50% 0,75±0,38 0,00±0,00 0,38±0,04a 
100% 0,75±0,00 0,00±0,00 0,38±0,32a 
Rata-rata 0,78±0,64a 0,00±0,00a  
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Tabel 4. Pengaruh konsentrasi dan NDSP semen terhadap %H spermatozoa setelah diaktifkan kembali pada 
suhu ruang (1, 3, 24 dan 48 jam) 
Pengamatan (jam) NDS 
Konsentrasi (juta/ml) 
Rata-rata 
300 600 
1 Jam 25% 69,05±1,06 69,75±2,67 69,40±1,91a 
50% 69,05±0,64 69,75±3,89 69,40±2,26a 
100% 71,50±2,40 71,40±1,27 71,45±1,84a 
Rata-rata 69,87±1,37a 70,30±2,64a  
3 jam 25% 64,6±0,57 69,90±1,27 67,25±0,92a 
50% 66,70±0,71 67,35±4,04 67,03±2,37a 
100% 69,50±4,67 67,30±1,41 68,40±3,04a 
Rata-rata 66,93±1,97a 68,18±2,24a  
24 jam 25% 62,90±0,85 57,35±3,04 60,13±1,94a 
50% 60,10±0,14 63,25±4,31 61,68±2,23a 
100% 60,15±2,33 58,95±4,40 59,55±3,46a 
Rata-rata 61,05±1,11a 59,85±3,98a  
48 jam 25% 45,00±3,11 45,65±3,32 45,33±3,22a 
50% 46,65±5,87 45,55±2,74 46,10±4,17a 
100% 46,85±3,04 43,00±0,90 44,93±1,97a 
Rata-rata 46,17±4,01a 44,73±2,23a  
Tabel 5.  Pengaruh konsentrasi dan NDSP semen terhadap %TAU spermatozoa setelah diaktifkan kembali 
pada suhu ruang (1,3, 24 dan 48 jam) 
Pengamatan (jam) NDS 
Konsentrasi (juta/ml) 
Rata-rata 
300 600 
1 jam 25% 66,65±4,04 70,00±0,28 68,33±2,61 
50% 70,25±2,05 70,55±2,62 70,40±2,33 
100% 68,20±2,12 68,35±1,63 68,28±1,87 
Rata-rata 68,37±2,73 69,63±1,51  
3 jam 25% 64,70±3,54 65,35±0,49 65,03±2,02 
50% 67,45±2,47 68,55±2,47 68,00±2,47 
100% 61,10±6,51 65,80±0,99 63,45±3,25 
Rata-rata 64,42±4,17 66,57±1,33  
24 jam 25% 59,00±113 65,50±5,37 62,25±3,25 
50% 62,85±0,21 67,80±1,41 65,33±0,81 
100% 61,00±3,82 62,40±4,81 61,70±4,31 
Rata-rata 60,95±1,72 65,23±3,87  
48 jam 25% 42,05±3,18 54,00±3,45 48,03±3,36 
50% 47,15±3,32 52,15±3,04 49,65±3,28 
100% 52,15±4,03 46,85±1,20 49,50±2,62 
Rata-rata 47,12±3,51 51,00±2,59  
Seminar Nasional Teknologi Peternakan dan Veteriner 2014 
 97 
interaksi konsentrasi spermatozoa dengan 
NDSP yang ditambahkan dalam pengencer 
spermatozoa. 
Rata-rata %H dari spermatozoa yang 
disimpan pada suhu ruang tertera pada Tabel 4. 
Persentase spermatozoa hidup menurun secara 
signifikan setelah pengamatan 24 jam. Tidak 
ada pengaruh interaksi antara NDSP dan 
konsentrasi spermatozoa terhadap %H sampai 
24 jam pengamatan. Tampak bahwa penurunan 
%H pada konsentrasi 600 juta lebih besar 
dibandingkan dengan konsentrasi 300 juta 
(Tabel 4). Semakin tinggi konsentrasi 
spermatozoa maka faktor pengenceran menjadi 
lebih kecil. Rendahnya tingkat pengenceran 
menyebabkan konsentrasi nutrien yang tersedia 
menjadi lebih kecil, sementara kebutuhan 
nutrien semakin besar disamping produk 
metabolit yang dihasilkan spermatozoa juga 
semakin banyak dengan tingginya konsentrasi 
sparmatozoa. Sehingga penurunan %H pada 
konsentrasi 600 juta lebih tinggi dibandingkan 
dengan 300 juta. 
Keutuhan membrane akrosom merupakan 
komponen yang harus dipertimbangkan dalam 
suksesnya suatu fertilisasi, dimana terjadinya 
reaksi akrosom merupakan prasyarat untuk 
terjadinya fertilisasi. Spermatozoa yang telah 
mengalami kerusakan membrane akrosom 
tidak akan mampu menembus membrane sel 
telur untuk terjadinya fertilisasi 
Tidak ada pengaruh yang nyata dari 
konsentrasi, penambahan NDSP maupun 
interaksinya terhadap TAU (Tabel 5). 
KESIMPULAN 
Daya hidup spermatozoa yang dapat 
diaktifkan kembali setelah proses inaktifasi 
menggunakan zat antimotilitas (formalin dalam 
konsentrasi yang sangat rendah) dan disimpan 
pada suhu ruang masih sangat rendah. 
Konsentrasi spermatozoa tidak berpengaruh 
nyata terhadap daya hidup spermatozoa yang 
dapat diaktifkan kembali. Penambahan NDSP 
dalam bentuk powder ke dalam pengencer juga 
belum berhasil menghasilkan perbaikan daya 
hidup spermatozoa. 
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